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中文摘要 
 隨年齡增長，腎功能退化，其中氧化傷害增加為導因之一。硒
為人體必需微量礦物質，為抗氧化酵素 glutathione peroxidase 所必
需，本研究目的在利用蛋白質體學探討硒補充對老齡小鼠腎組織蛋
白質表現之影響。使用兩種硒來源：以 sodium selenite 作為無機硒
的來源，以 selenium yeast 作為有機硒的來源，採用 64 週 BALB/c
雄鼠，依體重隨機分成三組，分別餵食不同實驗飼料：控制組(OC)、
無機硒組(SE；0.5mg/kg diet)、有機硒組(SY；0.5mg/kg diet)，另以
6 週齡之年輕鼠作為年輕控制組(YC)。餵食 7 週後犧牲取血漿及腎
組織。結果顯示，有機硒(SY)與無機硒(SE)補充均可降低腎組織均
質液中 TBARS 含量，其中以無機硒作用較為明顯。兩種形式硒的
補充均可明顯改善腎組織體內酵素性抗氧化系統包括 SOD、GPx 及
Catalase 活性。餵食三種試驗飼料七週後之小鼠腎臟 Catalase 活性
之結果。結果顯示  OC 組  Catalase 活性明顯低於  YC 組 
(p<0.05)，而硒補充組 Catalase 活性均明顯高於 OC 組 (p<0.05)。 
GPx 活性部分，由結果得知 OC 組 GPx 活性明顯低於 YC 組 
(p<0.05)。硒補充的兩組可以增加 GPx 活性，但仍較 YC 組為低。 
再來 SOD 活性，結果發現 OC 組腎臟 SOD 活性略低於 YC 組。
且 SE 及 SY 組腎臟 SOD 活性高於 OC 組，但未達統計上顯著差異。 
二維式電泳法分析，結果發現，OC 組腎組織均質液 2D 電泳圖
譜中，顯著高於 YC 組且補充 SE 明顯較低者，有 9 個蛋白質點，
包括有 actin cytoplasmic 2、vacuolar adenosine triphosphatase subunit 
A、gamma-actin、peroxiredoxin-1、Atp5b protein、ester hydrolase 
C11orf54 homolog 、 prohibitin 、 haptoglobin precursor 、
Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase、Stress-70 protein 等；這
些蛋白質點中補充 SY 較 OC 組低者則有 6 個蛋白質點，經質譜儀
分析鑑定其蛋白質身份，其中包括有 actin cytoplasmic 2、vacuolar 
adenosine triphosphatase subunit A、gamma-actin、Atp5b protein、
x 
 
prohibitin、haptoglobin precursor、Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA 
isomerase、Stress-70 protein 等，表示這些腎臟蛋白質會因老化增加
表現，膳食補充硒則可以抑制其增加，顯示硒補充會影響腎臟老化
可能相關的蛋白質。 
 最後在二維式電泳鑑定出來的蛋白質身分中，選擇較高 score
值 Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase(簡稱 ECH1)，進行
western blot。結果顯示，OC 組腎臟的 Delta(3,5) - delta(2,4) – dienoyl 
- CoA isomerase 表現量明顯高於 YC 組，給予硒補充，SE、SY 組腎
臟 Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase 表現量有明顯下降，
表示不同形式硒補充後可減少 Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA 
isomerase 表現量。所以根據以上的結果發現，硒的補充可以改善因
老化所引起的氧化反應及蛋白質表現量的影響。 
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Abstract 
Selenium is an essential trace element and an integral part of many 
proteins with catalytic and structural functions. Se exists naturally in 
inorganic and organic forms. There are various bioavailability and 
protective effects between these two forms. The purpose of this study 
was to understand the effects of organic and inorganic selenium 
compounds on proteomic expression and oxidative stress in aged mice 
kidney. The 64-weeks old male BALB/c mice were used as animal 
model. Mice were divided into 3 groups：(1) old control group (OC 
group; 0.1 mg Se equivalent/kg diet)；(2) inorganic selenium group 
(selenite, SE group; 0.5 mg Se equivalent/kg diet)；(3) organic selenium 
group (selenium yeast, SY group; 0.5 mg Se equivalent/kg diet).In 
addition, the 10-weeks young male BALB/c mice was added as the 
young control group (YC group; 0.1 mg Se equivalent/kg diet). The 
mice were fed the test diets for 7 weeks. These result suggested that  
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels in kidney 
showed significantly increase in OC group compared with YC group. 
TBARS levels significantly decreased in SE and SY group compared 
with OC group in kidney. Catalase levels in kidney showed significantly 
increase in YC group compared with OC group. Catalase levels 
significantly decreased in  OC group compared with SE and SY group 
in kidney. GPx levels in kidney showed significantly increase in YC 
group compared with OC group.Selenium supplementation can increase 
the GPx activity of  two groups, but still YC group. Return SOD 
activity was found the OC group kidney SOD activity was slightly 
lower than the YC group.SE and SY groups kidney SOD activity and 
xii 
 
higher than the OC group, but not statistically significant difference. 
In addition, protein expression in kidney from organic and 
inorganic selenium-treated mice was also compared using two 
dimensional electrophoresis. There are 9 protein spots density 
significantly difference among four groups. Particularly, all spots 
protein expression of OC group images was showed significantly 
increase than YC group, but all spots protein expression of SE and SY  
group images was showed significantly decrease than OC group. The 
identity of the differentially expressed proteins may help us understand 
the mechanism of selenium administration. In conclusion, selenium 
antioxidant properties would be beneficial in ameliorating the 
age-associated oxidative state. 
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第一章 緒論 
第一節 前言 
現在世界人口老化的問題越來越嚴重，老齡人口也日益增加，
在世界衛生組織的定義，65 歲以上人口逾總人口 7% 為高齡化社會
（Ageing society），而逾總人口 14% 則為高齡社會（Aged society）。
其中台灣高齡化倍增的速度較其他先進國家快亦將邁入「超高齡社
ciety），如何因應人口老化問題也就倍受重視(行政院經建會)。 
老化（Aging）是大多數生物一生之中不可避免會」（Superaged 
society）的自然過程。當細胞遭受過多活性氧物種（Reactive oxygen 
species, ROS）和自由基 （Free radical）攻擊，修補機制降低，會
使生物體外在與內在的形態和功能逐漸衰退，造成氧化壓力的增
加，也會提升罹病率。老化與氧化壓力是相關的(Harman, 1956)。因
為老化會使腎臟疾病及相關的疾病發病率增加，這對公共衛生方面
來說是個迫切的問題(Dowling and Simmons, 2009)。根據行政院衛生
署在 96 年對台灣民眾不同性別及年齡層之慢性腎臟病盛行率做追
蹤調查，發現慢性腎臟病的盛行率有隨年齡增加而增加，尤其女性
在 60 歲以後盛行率明顯增加，甚至超越男性。 
有文獻指出，活性氧物種可由線粒體和過氧化物酶產生，引起
氧化損傷，包括蛋白質修飾和脂質過氧化(Abegg et al., 2010; Gredilla 
and Barja, 2005; Guevara et al., 2009; Herlein et al., 2009; Razmara et 
al., 2007)。而抑制活性氧物種的產生可保護功能異常的細胞，並防
止細胞死亡。在腎臟研究中抗氧化劑的研究一直都是治療疾病的重
14 
 
點(Gobe and Crane, 2010)。硒為人體必需微量礦物質，為抗氧化酵
素 glutathione peroxidase 所必需，因此本研究目的在探討硒補充對
老齡小鼠腎組織抗氧化系統及蛋白質表現之影響。 
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第二節 文獻回顧 
一、 老化對生理狀況之影響 
1. 老化對生物體抗氧化之影響 
許多研究指出，隨著年齡增長而老化，體內的活性氧物種和自
由基生成不斷產生，而罹病率也相對提升，例如有肥胖、糖尿病、
高血壓、憂鬱、動脈粥狀硬化、癌症、更年期等(Berstein et al., 1995)。
當生物衰老時細胞內產生過多活性氧物種及氧化壓力時，體內的抗
氧化系不敵這些產生過多的活性氧物種(ROS 及自由基)，就會造成
老化或是細胞凋亡等現象(Fujii et al., 2003)。 
體內清除 ROS 及自由基之防禦系統可分為酵素性抗氧化系統
及非酵素性抗氧化系統。酵素性抗氧化系統包括超氧岐化酶  
(superoxide dismutase, SOD)、觸酶 (catalase)、麩胱甘肽過氧化酶  
(glutathione peroxidase, GPx) 及 GSH 還原酶等。非酵素性抗氧化
系統包括維生素 C、E、－胡蘿蔔素等。反應路徑如圖 1-1： 
 
圖 1-1 抗氧化路徑 
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A. 超氧岐化酶 (superoxide dismutase, SOD) 
是一種能夠催化超氧化物通過歧化反應轉化為氧氣和過氧化
氫的酶。它廣泛存在於各類動物、植物、微生物中，是一種重要的
抗氧化劑，保護暴露於氧氣中的細胞。1968 年，McCord 和 Fridovich 
首先由牛的紅血球中分離出此酵素。在人體中廣泛發現於紅血球、
肝臟、心臟、腦等組織及細胞外液 (Marklund, 1984)。SOD 存在於
細胞質與粒線體。反應步驟如下： 
 M(n+1)+ − SOD + O2
−
 → Mn+ − SOD + O2 
 Mn+ − SOD + O2
−
 + 2H
+
 → M(n+1)+ − SOD + H2O2 
Adachi 等人指出，年齡與 SOD 活性呈現顯著的負向相關，隨著年
齡增加會降低血漿中 SOD 含量(Adachi et al., 2000)。 
B. 觸酶 (catalase, CAT) 
是體內三大抗氧化酵素之一，存在於細胞質內。由四個相同 
subunits 構 成 ， 每 一 個  subunit 含 一 分 子 的 鐵 原 紫 質 
(ferriprotoporphyrin)。含有血基質酵素 (heme-enzyme)，主要將 SOD
產生的 H2O2作用成 O2及 H2O，反應式為：2H2O2→O2＋2H2O，但
需要 Fe3＋來催化整個反應的進行。 
C. 麩胱甘肽過氧化酶 (glutathione peroxidase, GPx) 
Glutathione peroxidase 是一種含硒的酵素，且每個 GPx 都含有
四個 subunit。GPx在催化反應時需要 Se的參與。GPx 可以還原H2O2
或過氧化脂質成為水及氧或其它無害產物。而 glutathione (GSH) 會
由 GPx 氧化成 GSSG。反應機制如圖 1-2。GPx 能夠分解有機過氧
化物質 (包括膽固醇、長鏈脂肪酸等) 中的過氧化物、促進肝臟中
活性氧物質的新陳代謝、預防腸胃道中致癌因子的發生 (Esworthy 
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et al., 1998)、對抗細胞膜磷脂質中的過氧化氫，以防止細胞膜的氧
化(Yamamoto et al., 1993)。 
 
圖 1-2 GPx 反應機制 (Dringen, 2000) 
二、 老化對腎臟之影響 
1. 腎臟與老化之關係 
許多研究指出，老化與腎臟結構的改變和功能的下降是有關的
(Brezis and Epstein, 1989; Kaysen and Myers, 1985; Silva, 2005)。流行
病學研究也表明，腎功能的喪失可能與年齡產生的因素有關，例如：
系統性高血壓、吸煙、血脂異常、動脈粥樣硬化疾病、發炎物質的
產生、糖尿病、肥胖和男性等。在老化的過程中，腎臟的結構和功
能會漸漸喪失，變化較其他器官的系統快(Weinstein and Anderson, 
2010)。 
2. 腎臟老化之功能影響 
a. 腎臟外觀之影響 
隨著年齡的增長，腎臟的組織會漸漸減少。年輕成人腎臟重約
250~270 g ，但到了 80 歲，就只剩下 180~200 g。腎組織喪失的
部分主要在腎皮質，腎髓質部分則變化不大  (Emamian et al., 
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1993) 。其中腎小球的總數隨年齡漸漸減少，其減少與腎臟重量成
正比。腎臟在老化的過程中，腎小球除了會減少也會慢慢的硬化。
有研究發現，老齡小鼠與年輕小鼠比較，腎小球所剩下的數目只有
25% (Fabrega et al., 1994) 。 
b. 腎絲球過濾率 ( Glomerular filtration rate，GFR ) 
腎小球過濾率在出生時是最低的，在第二年過後的量就已接近
成人了，並維持在 140 ml/min/1.73 m2，直到 30 歲左右會開始漸漸
的下降 (Lindeman et al., 1985)，至 80 歲時降為 97ml/min/1.73m2。
平均每年下降速度為 0.8ml/min/1.73m2 (Davies and Shock, 1950a; 
Rowe et al., 1976)。 
c. 肌酸酐清除率 ( Creatinine clearance，CrCl ) 
肌酸酐清除率 （CrCl） 伴隨著年齡增加，肌肉組織也會隨著
逐漸減少，使每日尿中肌酸酐的排出量降低，而其減少的速度與腎
絲球過濾率的下降速度大約相當，所以若單看血清肌酸酐來推測老
年人的腎絲球過濾率，常會出現高估的情形。大部分人在年老過程
中肌酸酐清除率是下降的，但並非每人都如此(Rowe et al., 1976)。 
d. 腎血流量 ( Renal blood flow，RBF ) 
腎血流量約保持在 160ml/min/1.73 m2，直到四十歲左右之後每
年會下降 10%。這樣的減少是因為入球及出球小動脈阻力變高而有
影響。這種因老化而造成的血流量降低並非均勻地分佈於整個腎
臟，而是皮質的血流量比髓質有較顯著的降低(Davies and Shock, 
1950b)。 
e. 腎小球基底膜通透性 (Glomerular basement membrane，GBM) 
腎小球基底膜的通透性一樣也會隨年齡的增加而增加，而導致
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尿蛋白排泄增加，包括白蛋白 (Bolton et al., 1976) 。流行病學研究
指出，微白蛋白尿和蛋白尿會因年齡增加而增加  (Jones et al., 
2002) ，即使在沒有糖尿病、高血壓和 CKD 的情況下也是。 
3. 老化相關之腎臟蛋白質介紹 
老化主要因粒線體所產生的 ROS及氧化壓力而造成(Finkel and 
Holbrook, 2000; Huang and Manton, 2004; Lenaz, 1998)，這些產物的
增加會氧化蛋白質、修飾 DNA 和脂質而間接影響組織功能，都與
年齡的衰退有關，也為主要致病因素(Choksi et al., 2007)。如圖 1-3
為生物老化機制： 
圖 1-3 生物老化機制 (Toda, 2000) 
 
 同圖 1-3 的研究指出，蛋白質體學是最適合研究細胞衰老的蛋
白質分子機制。Kim 等人比較 13 個月大與 31 個月大之 Fischer 344 
大鼠，利用蛋白質體學探討年齡的增長與腎臟蛋白質表達的變化，
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結果顯示，有幾個蛋白質的表現與年齡的增加有關，如表 1-1 (Kim et 
al., 2004) ： 
 
表 1-1 在衰老過程中蛋白質增加或減少的生物功能 
 
另有研究探討年輕(3-5 月大)、中年(12-14 月大)和老年(20-22 月大)
的雄性小鼠 C57BL/6 分離腎臟之粒線體，結果顯示，在衰老過程中
線粒體容易造成粒線體 ROS、產生氧化損傷和蛋白質修飾(Choksi et 
al., 2007)。根據上述文獻結果得知，老化會使 ROS 生成量增加使蛋
白質表現受到影響，確切的蛋白質身分還有待深入研究。 
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三、 硒與腎臟老化相關之研究 
1. 硒之介紹 
硒是一種化學元素，英文全名為 Selenium (Se)。它的化學符號
是 Se，它的原子序是 34，原子量是 78.96，是一種非金屬。因為它
是一種固體非金屬，故此用石字部首，並賦予西字音譯。在週期表
中為ⅥA 族元素與氧 (O)、硫 (S)、碲 (Te)、釙 (Po) 同族。其中與
硫有密切的關聯，經常與硒同時存在於有機或無機化合物中
(Wessjohann et al., 2007)。 
2. 硒之攝取量 
硒 (selenium, Se) 為人體必需之微量營養素，我國行政院衛生
署於民國九十一年公布國人膳食營養素每日建議攝取量 (Dietary 
Reference Intakes, DRIs) 中，已正式列出硒的每日建議攝取量為每
天 50 微克/天，上限攝取量 400 微克/天。1981 年，Jocobs 和 Frost 
指出，硒攝取 0.1 ppm 時，為必須微量營養素，1-5 ppm 時，則有
預防癌症之功效，如結腸癌(Finley and Davis, 2001; Finley et al., 
2000)，乳腺癌(Unni et al., 2005)，皮膚癌(Clark et al., 1996)，前列腺
癌(Clark et al., 1998)，與肺癌(Li et al., 2005; Zhuo et al., 2004)，但若
高達 8-10 ppm 則會造成毒性 (Jocobs and Frost, 1981) 。在飲食中富
含硒的食物有肉類、海鮮、內臟、大蒜等。 
3. 硒之化學形式 
硒依化學形式可分為無機硒及有機硒。常見的無機硒：亞硒酸
鹽 (selenite, SeO3) 及硒酸鹽 (selenate, SeO4)；常見的有機硒：甲硒
胺酸 (selenomethionine, SeMet)，硒半胱胺酸 (selenocysteine, SeCys) 
和 甲 基 硒 半 胱 胺 酸  (Selenomethylselenocysteine, MetSeCys) 
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(Birringer et al., 2002)，見表 1-2。 
無機硒與體內的胺基酸或蛋白質結合，硒取代硫基位置與蛋白
質或胺基酸結合，形成硒蛋白之有機硒。硒須藉硒蛋白才能在動物
體內發揮硒的生化功效。硒蛋白 (selenoproteins)，其參與的生物功
能很多，其中包含抗氧化機制 GPx-Se，可以保護細胞完整性不被自
由基破壞 (Schweizer et al., 2004)。 
由於硒的生物利用率與毒性常取決於有機或無機的形式，因此
比較不同形式的硒補充，其活性與毒性也被廣泛討論。
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表 1-2 常見無機硒、有機硒之化學結構 (Pedrero and Madrid, 2009) 
 
無機硒 (inorganic selenium) Structure 
Selenite 
 
Selenate 
 
有機硒 (organic selenium)  
Selenomethionine 
 
Selenomethylselenocysteine 
 
Selenocysteine 
 
Selenocystine 
 
-Glutamyl 
selenomethylselenocysteine 
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4. 硒的消化、吸收及代謝 
有機和無機形式的硒都可以很有效率的被吸收，只是發生在不
同的腸道部位。十二指腸是硒主要的吸收位置，空腸和迴腸則有少
量的吸收，但胃則沒有吸收硒之能力。小腸吸收後硒會和運輸蛋白
結合經血液攜帶至肝和其他組織。腎臟、肝臟、心臟、胰臟和肌肉
都是硒含量較高的組織，肺臟、腦部、骨骼和紅血球也含有硒。存
在血漿中的硒，與許多不同分子結合成不同的形式存在著。其中最
多的就是硒半胱胺酸（Selenocysteine,Sec）：由硒原子取代原本在半
胱氨酸中的硫原子而存在，由硒蛋白質 P（Selenoprotein P）這個運
輸蛋白所攜帶，而這個運輸形式在血漿中也佔了一半以上。其它類
型的運輸形式還有甲硒胺酸（Selenomethionine），由硒原子取代原
本在甲硫胺酸中的硫原子而存在，也是由硒蛋白質 P 所攜帶；除了
這兩種有機硒之外，也有無機硒的運輸形式：硒酸鹽、亞硒酸鹽、
硒化氫，與在人體血液中α球蛋白及β球蛋白的硫氫基( sulfhydryl 
groups)結合，例如：極低密度脂蛋白(VLDL)和低密度脂蛋白(LDL)。
而前述各種帶有硒且存在於血漿中的分子，均會被細胞所吸收。而
細胞則釋放甲基化的硒化物至血漿中，再經由尿液將其排出體外。 
含硒胺基酸和無機態硒都會在組織中進行代謝。從飲食而來的
甲硒胺酸其利用情形和甲硫胺酸相似，可儲存在胺基酸代謝池中，
用於合成蛋白質，也可代謝成硒半胱胺酸和硒胱胺酸。從食物中得
來的硒酸鹽在體內可轉換成亞硒酸鹽，更進一步代謝成硒代谷胱甘
肽（selenodiglutathione）及硒離子，後者成為硒蛋白或酵素的原料。 
5. 硒之功效 
細胞在代謝過程中，自由基會自然產生，或受到細胞外反應物
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誘發而產生，而對於細胞內的蛋白質、脂質、DNA 等造成傷害，
形成氧化壓力 (oxidative stress)。細胞可以經由不同的抗氧化物質
（維生素 A, C, E, glutathione、銅、鋅、硒） 或抗氧化酵素 (superoxide 
dismutase, SOD)；catalase, CAT；glutathione peroxidase, GPx))等，
防止細胞受到過氧化的傷害。與硒息息相關的抗氧化酵素為 GPx, 
thioredoxin reductases (TrxR) , thyroid hormone deiodinases  (Dio), 
selenoprotein, selenophosphate synthtease 等。其中 GPx 是一種氧化
還原酵素，蛋白質結構具有四個相同的次單元，每個次單元中都含
有一個硒當輔因子 (cofactor)。 
GPx 催化的反應如下： 
 
6. 與硒相關之腎臟蛋白質介紹 
在世界許多地區，於過去兩個世紀中，保健和生活環境的改
善，使人類的平均壽命大大的增加(Kirkwood, 2003)。外在因素，如
營養和生活方式是可改善細胞損傷速度的關鍵因素 (Sofi et al., 
2008)。已知微量元素可改善老化的過程，例如免疫系統(硒、鋅、
銅) (Arthur et al., 2003; Ferencik and Ebringer, 2003; Maggini et al., 
2007; Prasad, 2008, 2009)、氧化壓力(硒，鋅，銅，鐵，錳)(Sies, 1997)、
對胰島素的敏感性(硒，鋅)(Akbaraly et al., 2010; Chausmer, 1998)和
認知功能(硒)(Akbaraly et al., 2007; Gao et al., 2007)。所以微量元素
攝入不足，可能會增加與年齡有關疾病的風險（見圖 1-4）。 
GR: glutathione reductase 
GSH + H2O2 GSSG + H2O 
GR 
GPx 
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圖 1-4 微量元素對老化過程的影響(Meplan, 2011) 
 
 有研究利用動物模式，探討 Wistar 大鼠補充硒以後血漿中蛋白
質體之間的差異(Mahn et al., 2009)。而咸少對於硒補充後針對腎組
織的研究作探討。因此，本研究利用蛋白質體學法，以年輕小鼠與
老齡小鼠及老齡給與不同硒形式補充後，探討腎組織蛋白質體表現
之差異。 
四、 蛋白質體學之介紹 
1. 蛋白質體學 (proteomics) 之定義 
蛋白質組學（Proteomics)又譯作蛋白質體學，是對蛋白質特別
是其結構和功能的大規模研究，是在 90 年代初期，由 Marc Wikins
和學者們首先提出的新名詞。這個術語是類比基因組學
（Genomics），並常常被認為是它的「下一步」，但蛋白質組學比基
因組學要複雜得多。更重要的是，基因組是相當穩定的實體，而蛋
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白質組通過與基因組的相互作用而不斷發生著改變。一個生命體在
其機體的不同部分以及生命周期的不同階段，其蛋白質表達可能存
在巨大的差異。由於這個緣故，蛋白質體學在對於人類研究上也佔
有極重要的地位。 
利用二維凝膠電泳法分離這些蛋白質，並分析個別蛋白質之結
構、量及轉譯後修飾等稱為蛋白質體學 (圖 1-4)。 
 
圖 1-5 基因體和蛋白質體的生化相關性 (Lam et al., 2006) 
2. 蛋白質體學之研究工具 
現今研究蛋白質體學之方法主要分為微量分離技術與微量分
析技術兩個重要的步驟。首先將腎均質液進行微量分離技術為二維
電泳，其步驟包含兩部份，第一維 (First dimension) 的等電聚焦 
(Isoelectric focusing, IEF) 分離，與第二維 (Second dimension) 的十
二烷基硫酸鈉-聚丙烯醯胺凝膠電泳(SDS-PAGE)分離不同分子量的
蛋白質，到此步驟先用影像分析該膠片上無數個蛋白質點，反覆篩
選出差異較大的蛋白質點。然後再進行微量分析技術，主要利用質
譜儀技術來鑑定蛋白質。最後得知的胺基酸序列，再利用蛋白質資
料庫進行搜尋比對，即可得知該蛋白質身份。  
在後基因體時代，利用蛋白質體學法分析差異的蛋白質點廣泛
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應用於許多疾病的研究 。因此本研究利用蛋白質體學法，尋找年輕
小鼠與老齡小鼠及老齡給予不同硒形式補充後對腎臟差異蛋白質表
現。 
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圖 1-6 蛋白質體學研究的基本方法 (Macri and Rapundalo, 2001) 
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第三節 研究目的與設計 
一、 研究目的 
在眾多的文獻研究中，對於老化與腎組織的相關研究仍有待深
入了解。所以本實驗最主要的目的在了解老化對於腎組織氧化壓力
的改變是否有影響。再進一步探討補充硒以後對蛋白質表現為何，
所以利用二維式電泳  (two-dimensional gel electrophoresis，簡稱
2-DE） 去找尋可能因老化受到影響的蛋白質，是否給予不同硒形
式以後能改善老化情形，最後利用西方墨點法探討其作用機制。 
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二、 研究設計 
動物模式 
 
 
 
 
 
YC：young control 
OC：old control 
SE：sodium selenite treated aged mice  
SY：selenium yeast treated aged mice 
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三、 實驗設計說明 
本實驗採用 BABL/c 雄性小鼠，老齡組飼養到 64 週齡，使其達
到老化以取得自然老化動物，模擬人類自然老化之情形。另有年輕
組飼養到 8 週齡。在飼料中補充有機硒和無機硒，劑量為 0.1 mg/kg 
diet (OC 及 YC 組)；0.5mg/kg diet (SE 及 SY 組) 飼養 7 週後犧
牲，組織部分測其抗氧化系統及脂質過氧化指標。確認抗氧化系統
及脂質過氧化指標對老齡化小鼠及不同型式硒補充後腎組織的差
異，再以二維式電泳技術探討老化對腎組織之蛋白質體之影響，及
不同硒形式補充後對腎組織蛋白質體之變化，並鑑定其蛋白質身
分。最後選擇蛋白質身分較高的 csore 值，進行西方點法去探討不
同硒型式對腎組織因老化所引起的機制為何，如何改變了腎組織蛋
白質體的表現。 
 
第二章 材料與方法 
一、 動物飼養 
自國家實驗動物中心購買 6 週齡 BALB/c 雄鼠，平均體重為 
21.6±3.2 g。先以 Chow diet (LabDiet 5001, USA) 餵養至 64 週，令
小鼠因年齡增加而自然老化，改餵食 AIN-76 粉式飼料適應一週
後，抽血測血漿 ORAC 值，再依體重及血中 ORAC 值隨機分成三
組，每組 8 隻。三組分別餵食不同實驗飼料：OC 組 (控制組)、無
機硒組 (SE; 硒當量含 0.5 mg/kg diet)、有機硒組 (SY; 硒當量含 0.5 
mg/kg diet)，另外一組 7 週齡之年輕控制組 (YC)，各別飼養於不鏽
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鋼鼠籠中，飼料及飲水均超量供應供自由攝食，飼食 7 週犧牲。動
物房溫度維持在 25±2 ℃，光暗循環各 12 小時 (0600-1800 屬光照
期，1800-0600 屬黑暗期)。每週紀錄飼料攝取量及小鼠體重。 
二、 飼料之製備 
三種實驗飼料分別為：控制組 (OC、YC;硒當量含 0.1mg/kg 
diet)、無機硒組 (SE;硒當量含 0.5mg/kg diet)、有機硒組 (SY;硒當
量含 0.5mg/kg diet)。實驗飼料的配方如表 2-1 所示。 
將下述材料依表 2-1 的比例完全攪拌均勻，再混入新鮮大豆
油，經篩網過篩均質化，此為 AIN-76 飼料。另外 SE 及 SY 試
驗飼料以 AIN-76 為基準，再添加 Sodium Selenite 或 Selenium 
yeast 混合均勻，經篩網過篩，密封並置於 -20 ℃冷凍儲存。 
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表 2-1 試驗飼料之組成  
Table 2-1 Composition of the experimental diets. 
Selenite yeast: 50g/serving (0.32g) 
飼料所用各項材料來源如下：  
酪蛋白：(casein from bovine milk, Fluka 22080, Germany)  
甲硫胺酸：(DL-Methionine Feed Grade, ICN Biomedicals 190955, LosAngeles, 
CA, USA)  
 YC、OC SE SY 
Diet ingredients  g/Kg diet 
Casein  200 200 200 
Methionine  3 3 3 
Sucrose  325 325 325 
Corn starch  325 325 325 
Alphacel  50 50 50 
Soybean oil  50 50 50 
Choline  2 2 2 
AIN-76 mineral mix  35 35 35 
AIN-76 Vitamin mix  10 10 10 
Sodium Selenite  - 0.894 mg - 
Selenium yeast  - - 2.56 g 
Se equvelent  0.1mg 0.5mg 0.5mg 
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蔗糖：(Surcose, Taiwan suger, Taiwan)  
玉米澱粉：(Corn starch, ICN Biomedicals 902956, Los Angeles, CA, USA)  
纖維素：(Alphacel non-nutritive bulk, ICN Biomedicals 900453, Los Angeles, CA, 
USA)  
新鮮大豆油：(Soybean oil, Uni-President, Taiwan)  
膽鹼：(Choline bitartarte, ICN Biomedicals 101384, Los Angeles, CA, USA) 
綜合礦物質：(AIN-76 mineral mixture, ICN Biomedicals 905455, Los Angeles, 
CA, USA)  
綜合維生素：(AIN-76 Vitamin mixture, ICN Biomedicals 905454, Los Angeles, 
CA, USA)  
Sodium Selenite (Sigma, S-8295, St. Louis, MO, USA) 
Selenium yeast (VIVA, selenium yeast) 
三、 動物犧牲 
飼養 7 週之後，禁食 12 小時採二氧化碳窒息法犧牲，年輕鼠
鼠齡為 13 週，老齡鼠鼠齡為 71 週，紀錄體重後進行採血及收集組
織，將組織秤重後立即以液態氮冷凍，置於 -80 ℃冷凍保存。 
四、 血樣收集 
使用紅蓋含 EDTA 抗凝血劑採血管 (Sarstedt Monovette 9 mL 
K3E, Germany) 由下腔靜脈採血，溫和混勻後，經過 3600 rpm，20
分鐘，離心 (Jouan BR4i centrifuge, France)，取出血漿分裝於微量離
心管中儲存於 -80 ℃。 
五、 組織均質 
【藥品試劑】 
A. 組織均質緩衝液 (Potassium-Phosphate buffer, 0.01M、pH7.4) ： 
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【實驗方法】 
將組織秤重放入燒杯中，加入 2~3 倍體積的組織均質緩衝
液，用剪刀稍微剪碎，以組織均質機 (Glas-Col, Homogenizer, Terre 
Haute, IN, USA) 上下移動將組織磨碎，用紗布過濾去除結締組織，
以組織均質緩衝液定量至組織重量的 4 倍體積，並分裝待後續分
析。 
六、 蛋白質測定 
測定原理是根據 Lowry 法 (Lowry et al., 1951)，作部分修正。
試劑中的銅離子與胜鏈形成複合物，可與 Folin-Ciocalteau 試劑的 
phosphomolybdic-phosphotungstate 作用產生藍色物質，測定  630 
nm 之吸光值。 
【藥品試劑】 
A. A1 液 (1 % CuSO4‧5H2O)： 
B. A2 液 (2.7 % NaK)： 
C. A 液： 
K2HPO4 (RDH 04248, Seelze, Germany) 1.07 gm 
KH2PO4 (Mallinckrodt 7746, Phillipsburg, NJ, USA) 1.53 gm 
KCl (Mallinckrodt 6858, Phillipsburg, NJ, USA) 11.50 gm 
溶於 700 mL 去離子水，調 pH 至 7.4，再定量至 1 L，貯存 4 ℃。 
CuSO4‧5H2O (RDH 31293, Seelze, Germany) 0.5 gm 
溶於 45 mL 去離子水，再定量至 50 mL，貯存 4 ℃。 
NaK Tartrate (RDH 32312, Seelze, Germany) 1.35 gm 
溶於 45 mL 去離子水，再定量至 50 mL，貯存 4 ℃。 
A1：A2 = 1：1 
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D. B 液： 
E. C 液： 
F. Folin 試劑： 
 【實驗方法】 
將待分析樣品組織液，以去離子水稀釋，取樣品 30 L 加入 96 
孔盤中，加入 150 L 的 C 液混合均勻，在室溫環境下震盪 15 分
鐘，再加入 15 L 的 Folin 試劑，避光繼續震盪反應 30 分鐘，利
用 ELISA reader (Thermo labsystems MRX, Franklin, MA, USAⅡ) 
測定  630 nm 之吸光值。並以已知蛋白質濃度  BSA (Bio-Rad 
5000007, Richmond, CA, USA) 作為標準品，配製 0、0.2、0.4、0.6、
0.8、1 mg/mL 當作標準曲線，以計算樣品中蛋白質濃度。 
七、 組織中 TBARS 測定 
當脂肪酸氧化時，會形成丙二醛(malondialdehyde, MDA)。丙二
醛與硫巴比妥酸 (Thiobarbituric acid; TBA) 會生成淺粉紅色的
thiobarbituric acid-reactive substance 的物質，稱為 TBARS，因此測
定 TBARS 含量可作為脂質過氧化程度的指標(Janero, 1990)。TEP
在酸中水解生成 MDA 再與 TBA 反應，在 Ex 515 nm; Em 550 nm 測
定其螢光值。 
Na2CO3 (Mallinckrodt 7527, Phillipsburg, NJ, USA) 10.0 gm 
NaOH (Mallinckrodt 7708, Phillipsburg, NJ, USA) 2.0 gm 
溶於 450 mL 去離子水，再定量至 500 mL，貯存於 4 ℃。 
A：B = 1：50，需新鮮配製。 
Folin (Sigma F9252, St. Louis, MO, USA) 
Folin：去離子水＝1：1，新鮮配製，需避光。 
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【藥品試劑】  
A. 10 % TCA solution： 
B. TBA solution (0.4 % in 0.2 N HCl)： 
C. BHT solution (0.2 % in 95 %酒精)： 
【實驗方法】  
將組織均質液以 Lowry 法測定蛋白質含量，再用去離子水稀釋
其調整蛋白質濃度為 3 mg/mL，取 450 L 已配好蛋白質含量的組織
均質液及標準液置於有蓋玻璃試管中，加入等量的 10 % TCA 
solution 以沉澱蛋白質，離心 1500 ×g，10 分鐘(Jouan BR4i centrifuge, 
France)，取 250 L 上清加 25 L BHT solution，再加入與上清等量
的 TBA solution，混合均勻後於 50℃水浴反應一小時，冰浴冷卻以
停止反應，加入 750 L n-butanol (OSAKA, Japan)震盪萃取 30 秒，
離心 1500 ×g，10 分鐘(Jouan BR4i centrifuge, France)，取上清測螢
光 值 Ex 515 nm; Em 550 nm (HitachiF-4500 Fluorescence 
Spectrophotometer, Japan)，要全程避光。以 TEP (1, 1, 3, 3- Tetraeth- 
oxypropane, Sigma T9889, St. Louis, MO, USA)作為標準品，配 0、
0.125、0.25、0.5、1、2nmole/mL 製作標準曲線計算樣品中 TBARS
Trichloroacetic acid (RDH 27242, Seelze, Germany) 25.0 gm 
溶於 200 mL 去離子水混勻，定量至 250 mL。 
Thiobarbituric Acid (Sigma T5500, St. Louis, MO, USA) 1.0 gm 
溶於 0.2 N HCl 中，定量至 250 mL，儲存於室溫即可，低溫易形
成結晶。 
2, 6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (Sigma B1378, St. Louis, 
MO, USA) 0.5 gm 
溶於 95 % 酒精中，定量至 250 mL。 
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含量。 
八、 組織中 Catalase 活性之測定 
原理是利用 Catalase 可將過氧化氫(H2O2)分解成水(H2O)與氧
(O2) 之作用，在樣品中加入適量的 H2O2，而測量 H2O2在 240 nm
下吸光值之變化量，計算出 Catalase 的活性。  
【藥品試劑】  
A. 0.07 M Potassium-Phosphate buffer： 
B. 14 mM H2O2-Potassium-Phosphate buffer (H2O2 K-P buffer)： 
【實驗方法】  
取組織均質液 300 L 離心，11,500 rpm，4 ℃，30 分鐘(Jouan 
BR4i centrifuge, France)，取上清得去粒線體上清液。取去粒腺體上
清液以 Lowry 法測定蛋白質含量，用二次水稀釋將蛋白質濃度調成
1 mg/mL。在 reference 槽加入 2.99 mL 0.07 M K-P buffer 置於 3 mL
石英管中；另 sample 槽加入 2.99 mL 14 mM H2O2 K-P buffer 置於另
一 3 mL 石英管中，再各別加入 10 L 去粒線體上清液加蓋混合均
勻，於 25 ℃下測定 3.5 分鐘波長 240 nm 之吸光值變化量(Hitachi 
U-2001 spectrophotometer, Japan)。Catalase活性以U表示，U = mmole 
K2HPO4 (Potassium phosphate dibasic, RDH 30755, Seelze, 
Germany) 4.48 gm 
KH2PO4 (Potassium Phosphate Monobasic, Mallinckrodt 7746, 
Phillipsburg, NJ, USA) 5.56 gm 
溶於 750 mL 去離子水中，調整 pH 值到 7.0，再定量到 1 L。 
30 % H2O2 (Hydrogen peroxide 30 % by weight H2O2, RDH 
18304, Seelze, Germany) 71.5 L 
溶於 0.07 M Potassium-Phosphate buffer 中，再定量至 50 mL。 
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H2O2/min/mg protein。  
九、 組織中 GPx 活性之測定  
利用商用套組 glutathione peroxidase cellular activity assay kit 
(Rensel, Randox Co.) 測定動物組織均質液中 GPx 活性，評估其抗氧
化能力。應用原理是 GPx 會將 2GSH + ROOH 分解成 ROH + GSSG 
+ H2O，而 GSSG + NADPH + H
+ 經 GR (Glutathione Reductase) 反應
產生 NADP+ + 2GSH，於 340 nm 吸光值測定 NADPH 之減少量來計
算出 GPx 活性，1 U/mg protein = 1 mole NADPH/min。 
【藥品試劑】  
A. Reagent： 
B. Buffer:  
C. Cumene Hydroperoxide (Prepare fresh daily)： 
D. Diluting Agent： 
【實驗方法】  
將組織均質液離心，11500 rpm，4 ℃，30 分鐘(Jouan BR4i 
Glutathione 
Glutathione Reductase 
NADPH 
1 罐加入 6.5 mL Phosphate Buffer，混合均勻。 
Phosphate Buffer 
EDTA 
Ready to use。 
Cumene Hydroperoxide 10 L 
溶於 10 mL 去離子水，混合均勻，需避光。 
1 罐加入 200 mL 的去離子水，混合均勻 (2~8 ℃存 4 週)。 
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centrifuge, France)取去粒線體上清液以 Lowry 法測定蛋白質含量，
用 Diluting Agent 稀釋調整成 0.5 mg/mL 蛋白質含量。加入 0.5 mL 
Reagent 於 1 mL 的石英管中，再加入 10 L 的樣品或去離子水，最
後加入 20 L 的 Cumene Hydroperoxide 加蓋混合均勻，於 37 ℃下
測定 3 分鐘波長 340 nm 吸光值之變化 (Hitachi U-2001 
spectrophotometer, Japan)。  
十、 組織中 SOD 活性之測定  
利用商用套組RANSOD (SD 125, RANDOX)測定動物組織均質
液中 SOD 活性，以評估其抗氧化能力。應用原理是 Xanthine oxidase 
(XOD)將 Xanthine 分解成 Uric acid + O2
-，而 O2
- 會將 I.N.T 分解產
生 formazan dye，或者 O2
-
 + O2
-
 + 2H
+ 經 SOD 分解生成 O2 + H2O2，
當 SOD 一直分解 O2
- 使 formazan dye 反應減少，測定 formazan dye
於 505 nm 吸光值中抑制量來計算 SOD 活性，以 Units/mg protein 表
示。 
【藥品試劑】  
A. Mixed Substrate： 
B. Buffer： 
C. Xanthine oxidase： 
Xanthine 
I. N. T 
1 罐加入 20 mL Buffer，4 ℃存 2 天。 
CAPS 
EDTA 
Ready to use。 
42 
 
D. Ransod sample Diluent (0.01 mol phosphate, pH 7.0)： 
【實驗方法】  
將組織均質液離心，11500 rpm，4 ℃，30 分鐘(Jouan BR4i 
centrifuge, France)取去粒線體上清液以 Lowry 法測定蛋白質含量，
用 Ransod sample Diluent 稀釋調整成 0.1 mg/mL 蛋白質含量。先加
入 850 L 的 Mixed Substrate 於 1 mL 的石英管中，再加入 25 L 的
樣品或標準品，加蓋混合均勻，最後加入 125 L 的 xanthine 
oxidase，於 37 ℃下測定 3分鐘波長 505 nm吸光值的產生量(Hitachi 
U-2001 spectrophotometer, Japan)。代入標準曲線中，換算出 SOD 活
性。 
十一、 蛋白質體學分析 
蛋白質組學（Proteomics)又譯作蛋白質體學，是對蛋白質特別
是其結構和功能的大規模研究。可針對特定組織或細胞中來分析蛋
白質的表現，蛋白質體學包括二維式電泳以及蛋白質質譜儀鑑定兩
大部分，是能有效分析組織或細胞內複雜的蛋白質方法，是現今研
究生物體功能性蛋白質之重要研究方法。 
1. 腎臟組織均質液之透析 
【藥品試劑】 
A. 蛋白質萃取 buffer (10 mM, pH 8.0) ： 
1 罐加入 10 mL 的去離子水，混合均勻。 
K2HPO4 (RDH 04248, Seelze, Germany) 1.05 gm 
KH2PO4 (Mallinckrodt 7746, Phillipsburg, NJ, USA) 0.52 gm 
溶於 800 mL 去離子水中，調 pH 至 7.0，再定量至 1 L。 
Tris (free base) (Amresco 0826, Solon, OH, USA) 6.05 gm 
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【實驗方法】 
 取一段處理好的透析帶，用去離子水沖洗，剪成適當大小。拿
出組織均質液剪掉微量離心管上的蓋子，再蓋上透析帶用橡皮筋綁
緊。插於浮船上面倒放在 buffer 上，於 4 ℃冰箱中 overnight。 
2. 腎組織蛋白質萃取與收集 
【藥品試劑】 
A. 蛋白質萃取 buffer (50 mM, pH 8.0) ： 
B. 11% TCA/acetone： 
【實驗方法】 
把透析好的腎均質液取離心 12000 rpm，4 ℃，10 分鐘， 
取上清 150 L 加入 15 mL 離心管中，再加 3 mL 11 % TCA/acetone
於 -60 ℃中進行蛋白質沉澱 5~6 hr，之後取 1 mL 出來離心 12000 
rpm，4 ℃，10 分鐘 (Jouan BR4i centrifuge, France)，分次取樣品溶
液進行離心  12000 rpm，4 ℃，5 分鐘  (Jouan BR4i centrifuge, 
France)，去除上清，重複數次，至完全收集完畢。再以事先預冷的 
acetone 潤洗沉澱物三次，置於真空離心濃縮機  (Jouan RC1010, 
RCT90 centrifuge, France) 20 分鐘，讓 acetone 揮發至沉澱物乾燥變
溶於 4 L 去離子水，調 pH 至 8，再定量至 5 L，貯存 4 ℃。 
Tris (free base) (Amresco 0826, Solon, OH, USA) 1.51 gm 
溶於 200 mL 去離子水，調 pH 至 8，再定量至 250 mL，貯存 4 
℃。 
Trichloroacetic acid (RDH 27242, Seelze, Germany) 5.5 gm 
90% Acetone (Mallinckrodt 2435, Phillipsburg, NJ, USA)  
溶於 90% Acetone 中，再定量至 50 mL。貯存-20 ℃。 
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成粉末。 
3. 蛋白質回溶 
【藥品試劑】 
A. Sample solution： 
【實驗方法】 
乾燥完畢之樣品加入 250 L sample solution，於冷房中均勻混
合至沉澱物完全溶解約 6~7 小時，再離心 12000 rpm，4 ℃， 20~30 
分鐘 (Jouan BR4i centrifuge, France) 去除不溶解之蛋白質。以 2-D 
Quant kit 進行蛋白質定量。 
4. 蛋白質測定 (2-D Quant kit) 
利用商業套組 2-D Quant kit (Amersham Bioscience 80-6483-56) 
測定腎組織蛋白質含量。此套組利用蛋白質濃度與吸光值成反比之
關係畫出標準曲線，因此可利用內差法求出初粗取的蛋白質濃度。 
【藥品試劑】 
A. Precipitant 
B. Co-precipitant 
C. Copper solution 
Urea (8M)(Sigma U6504, St. Louis, MO, USA) 9.0 gm 
Thiourea (2M)(Sigma T7875, St. Louis, MO, USA) 3.8 gm 
Triton X-100 (0.5%)(J.T.Baker X198-07, Phillipsburg, NJ, 
USA) 
0.125 mL 
IPG buffer (2%)(GE Healthcare 17-6000-87)  
DTT (40mM)(Amersham biosciences 17-1318)  
溶於去離子水，再定量至 25 mL。每 mL 分裝一管。貯存 -20 ℃。
使用前每管添加 10 mg DTT 及 5 L IPG buffer。 
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D. Color reagent A 
E. Color reagent B 
F. Bovine serum albumin standard solution (2 mg/mL) 
【實驗方法】 
腎組織總蛋白質含量測定使用 2-D Quant kit 進行分析。利用已
知濃度的 BSA (Bovine Serum Albumin; 2 mg/mL) 作為標準品，濃
度分別為 0、10、20、30、40、50 g/L。取樣品 10μL 作為定量，
加入 500 μL precipitant buffer 混合均勻後置於室溫 3 分鐘，再加入 
500 μL co-precipitant 混合均勻後離心 12000 rpm，4 ℃，5 分鐘 
(Jouan BR4i centrifuge, France) 並去除上清，若有些許上清液殘留，
則再重複離心的步驟，以完全去除上清液，沉澱物中加入 100 L 
Copper solution 後，震盪一下，再加入 400 L 二次水，將沉澱完
全溶解，最後加入 1 mL Working color reagent (Reagent A : Reagent B 
= 100:1)，均勻混合後置於室溫 10 分鐘，取 300 μL 至 96 微孔盤
中做三重複，再使用 490 nm 波長測吸光值。並利用標準曲線計算
出樣品的蛋白質含量。 
5. 第一維：等電點聚焦(isoelectric focusing, IEF) 
二維式電泳技術之第一維為等電點聚焦電泳  (isoelectric 
focusing)。蛋白質在不同 pH 環境下，帶有不同的靜電荷量，依等
電點 (isoelectric points，pI) 來區分蛋白質，利用蛋白質等電點的差
異，在 pH 梯度 (pH gradeint) 環境存在下，於電場的驅動下，蛋白
質會泳動至淨電荷為 0 的 pH 值下。 
【藥品試劑】 
A. Bromophenol blue solution (1%)： 
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B. Rehydration soiution： 
C. Mineral oil： 
 
 
【實驗方法】 
先計算好樣品需配製的量。先將樣品 load 入 Strip holder ，均
勻的在兩極之間，再 load sample buffer，一樣要分佈均勻。將 strip
撕下膠膜後，再將 strip 膠面朝下輕輕放入，確定無氣泡後，以礦
物油覆蓋防止蒸發或尿素結晶形成，再蓋上蓋子。 
 
 
 
 
 
 
 
Bromophenol blue (Fluka 18030, Germany) 100 mg 
Tris-base (J.T.Baker 4099-02, Phillipsburg, NJ, USA) 60 mg 
溶於去離子水，再定量至 10 mL。 
Urea (Sigma U6504, St. Louis, MO, USA) 2.4 gm 
CHAPS (GE Healthcare 17-1314-01) 100 mg 
1% Bromophenol blue solution 10 L 
IPG buffer (GE Healthcare 17-6000-87)  
DTT (Amersham biosciences 17-1318)  
溶於去離子水，再定量至 5 mL。每 mL 分裝一管，貯存 -20 ℃。
使用前每管添加 0.01 mg DTT 及 5 L IPG buffer。 
Mineral oil 少許 
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設定儀器參數如下： 
 
 
 
 
 
 
6. 平衡作用(equilibration) 
【藥品試劑】 
A. Equilibration buffer： 
B. 1% DTT equilibration buffer： 
C. 1% IAA equilibration buffer： 
【實驗方法】 
經過 IEF 將蛋白質依不同 pI 值分離完畢後，strip 需進行兩個
平衡作用 (equilibration) 步驟，使蛋白質保持在還原態。先將 strip
 Voltage (V) Vhr 
i.  100 200 
ii.  500 1000 
iii.  1000 2000 
iv.  4000 8000 
v.  8000 24000-32000 
Urea (6M)(Sigma U6504, St. Louis, MO, USA) 90.1 gm 
Tris-HCl, pH8.0 (Invitrogen 15568-025) 12.5 mL 
Glycerol (Mallinckrodt 5092, Phillipsburg, NJ, USA) 86.3 mL 
SDS (Mallinckrodt 771804, Phillipsburg, NJ, USA) 5.0 gm 
1% Bromophenol blue solution 0.5 mL 
溶於去離子水，再定量至 250 mL。 
DTT(dithiothreitol) (Amersham biosciences 17-1318) 100 mg 
溶於 equilibration buffer，再定量至 10 mL。 
IAA(iodoacetamide) (Amersham biosciences RPN 6302V) 250 mg 
溶於 equilibration buffer，再定量至 10 mL。 
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浸泡在 1% DTT equilibration buffer 中 10 分鐘，此步驟是將蛋白質
的雙硫鍵打斷。之後，再將 strip 浸泡在 1% IAA equilibration buffer
中 10 分鐘，此步驟是將蛋白質雙硫鍵被打斷的地方，進行烷化作
用  (alkylation)，以避免雙硫鍵再接回。平衡完後再進行第二維 
SDS-PAGE 的實驗。 
7. 第二維：SDS 膠體電泳 
二維式電泳技術之第二維 SDS-聚丙烯膠 (SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis，SDS-PAGE) 是依分子量大小分開蛋白質。 
【藥品試劑】 
A. 10X running buffer： 
B. 0.5% Agarose： 
C. 4X resolving gel buffer： 
D. 2DE SDS 膠體溶液： 
Tris-base (J.T.Baker 4099-02, Phillipsburg, NJ, USA) 30.3 gm 
Glycine (Sigma G8898, St. Louis, MO, USA) 144.1 gm 
SDS (Mallinckrodt 771804, Phillipsburg, NJ, USA) 10 gm 
溶於去離子水，再定量至 1 L，貯存室溫。使用時需稀釋十倍。 
Agarose  0.5 gm 
1% Bromophenol blue solution 0.2 mL 
加熱溶解於 100 mL 的 1X running buffer，貯存於室溫。 
Tris-base (J.T.Baker 4099-02, Phillipsburg, NJ, USA) 181.7 gm 
溶於 800 mL 去離子水，調 pH 值至 8.8 再定量至 1 L，貯存 4 ℃。 
膠體溶液 5% 7.5% 10% 12.5% 15% 
鑄膠 A 液 16.7 25.0 33.3 41.7 50.0 
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(單位：mL) 
*除 APS，其餘先加在一起，鑄膠前再加 APS。 
【實驗方法】 
 鑄膠 
將玻璃片及 1.5 mm spacer (Amersham Biosciences, 80-6178-99, 
Fairfield, CT, USA) 清淨後擦乾，用酒精擦拭乾淨。於水平台上，將
玻璃片及間隔條組裝於鑄膠器中。組裝完成即可配製鑄膠的溶液。
若樣本為組織蛋白質或細胞所需之分離膠體為 12.5%。將配製好的
膠體溶液均勻混合後，注入已架好的玻璃中，加至高度約剩餘 0.5 
cm 的空間，再於膠片內加入 isopropanol 用以壓平膠體液面，待凝
膠完成，以去離子水沖洗膠體界面。需於實驗前一天先鑄好膠，讓
膠體結構凝固完整。 
 電泳 
平衡作用完成後，將 strip 以 running buffer 沖洗。再橫放到
SDS-PAGE gel 的上方，使 strip 與 SDS-PAGE gel 緊密接觸，再加
入 0.5% agarose 封口並使其冷卻凝固。將裝置架設到電泳槽上，注
滿 1X running buffer，連接電源供應器 (Wealiec Copr, USA)電壓固
定 150 V，30-60mA/gel，跑至 dye front 到達膠體的底部為止。再進
行膠體染色。 
4X resolving gel buffer 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 
10% SDS 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
H2O 56.8 48.5 40.2 31.8 23.5 
10% APS 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
TEMED 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 
Total 100 100 100 100 100 
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8. 膠體染色 
 硝酸銀染色 
硝酸銀染色是一種靈敏度極高的蛋白質染色法，可達 CBR 染
色的百倍以上。蛋白質分子上的酸基 (COO-) 會與銀銨錯離子結
合，而銀離子在酸性環境中，藉由甲醛還原為金屬銀，可使蛋白質
呈現棕至黑色。本實驗中的染色法增加了還原液甲的步驟，可藉由
戊二醛 (glutaraldehyde) 與蛋白質分子上的銨根 (Lys 或 Arg) 耦
合，增加銀離子的結合基團，使得靈敏度更高。 
【藥品試劑】 
預先配製 
A. 0.36% NaOH 溶液 
B. 0.5% Citric acid 溶液 
新鮮配製 
A. 還原液甲 
B. 還原液乙 
NaOH (Merck 6498) 1.80 gm 
溶於去離子水，再定量至 500 mL，貯存室溫。 
Citric acid anhydrous (RDH 27109, Seelze, Germany) 1.25 gm 
溶於去離子水，再定量至 250 mL，貯存 4℃。 
Glutardialdehyde (50%) (Sigma G6103, St. Louis, MO, 
USA) 1.5 mL 
Na2S2O3．5H2O (J.T.Baker 3916-01, Phillipsburg, NJ, USA) 0.8 gm 
溶於去離子水，再定量至 100 mL。 
Citric acid (0.5%) 1 mL 
Formaldehyde (37%) (J.T.Baker 2106-01, Phillipsburg, NJ, 0.2 mL 
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C. 硝酸銀溶液 
D. 反應終止溶液 
【實驗方法】 
SDS-PAGE 完成後，取下膠片以脫色液泡 1 小時或至隔夜。倒
入還原液甲反應 45 分鐘至 1 小時。反應完後再以去離子水洗五次
每次 5 分鐘。再以硝酸銀溶液反應 10 分鐘，反應完後再以去離子
水洗四次每次 5 分鐘。倒入還原液乙反應數分鐘開始呈色，在顏色
未加深前倒去還原液乙，以去離子水呈色至完成，最後以反應終止
溶液反應 1 小時，及可進行掃描並分析影像。 
 CBR 染色 
【實驗方法】 
SDS-PAGE 完成後，取下膠片後以進行膠片染色，再以脫色液
USA) 
Methanol Alcohol, Anhydrous (Mallinckrodt 3041-68) 15 mL 
溶於去離子水，再定量至 100 mL。 
NaOH (0.36%) 21 mL 
Ammonia solution (25%) (Merck 1.05432.1000) 1.4 mL 
Silver nitrate crystal (Mallinckrodt 2169-34) 0.8 gm 
先以 10 mL 去離子水溶解硝酸銀，再緩緩加入 NaOH、Ammonia 
solution 及 180 mL 去離子水混合液中，確定沒有混濁生成，若有
混濁現象表示 Ammonia solution 不足，須再加入 Ammonia 
solution 滴至澄清。 
Citric acid (0.5%) 10 mL 
Ethylenediamine (J.T.Baker 9299-01, Phillipsburg, NJ, USA) 0.4 mL 
溶於去離子水，再定量至 100 mL。 
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退染，之後將膠體作比對，尋找差異的蛋白質。 
9. 膠體影像處理及比對 
利用掃描軟體 [Microtek ScanWizard Pro 7.62 (Microtek)] 取得
經由 ScanMaker 9800XL Plus (Microtek) 掃描得到的影像，設定解析
度為 300 dpi。將取得之圖檔以 tif 檔型式存取。  
利用分析軟體 PDQuest 2-D Basic 8.0.1(Bio-Rad) 進行比對。比對時
設定比對參數，包括雜訊因子(noise factor)、蛋白質點圈選大小
(operator size)、蛋白質點認定的敏感度(sensitivity) 等，作為蛋白質
點判斷的依據。比對系統會根據參數去偵測膠體影像上蛋白質體
點，再利用肉眼去除非蛋白質點的雜訊。做不同膠體比對時，選定
一些 landmarker當作膠體間蛋白質點位置的校正增加電腦分析的效
果。經過此必對可以得到蛋白質點的總數、標準化的體積、密度、
面積、等電位點、分子量、蛋白質點差異等資訊。  
10. 膠片保存 
膠片置於兩片投影片中放入夾鏈袋，置於 4 ℃保存。加些許
去離子水保持膠片濕潤，避免膠片乾燥影響後續分析。 
11. 膠內酵素消化 (in gel digestion) 
【藥品試劑】 
A. 酵素萃取液 
B. 蛋白質脫色液 
Ammonium bicarbonate 0.79 gm 
溶於 45 mL去離子水，調 pH值至 8.5再定量至 50 mL，貯存 4 ℃。 
酵素萃取液 5.0 mL 
Acetonitrile 5.0 mL 
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C. Mass 萃取液 
D. Trypsin 
【實驗方法】 
將比對差異的蛋白質點用 yellow tip 挖取下來放於 1.5 ml 微
量離心管中。以 0.2 mL 去離子水 wash 兩次後加入 0.1 mL 含有 
DTT 的酵素萃取液，在 37 ℃反應 1 小時。去除含有 DTT 的酵素
萃取液，再加入 0.1 mL 含有 IAA 的酵素萃取液，在室溫暗處反應 
1 小時。去除含有 IAA 的酵素萃取液，加入 0.1 mL 蛋白質脫色液，
室溫反應 30 分鐘。去除蛋白質脫色液後，再加入 0.1 mL 蛋白質脫
色液，室溫反應 30 分鐘。再去除蛋白質脫色液後移至真空離心機
乾燥 5 分鐘 (Jouan RC1010, RCT90 centrifuge, France)。再加入 50 
L Trypsin 於 37 ℃反應 16 小時。將上清移至另一標示好的微量離
心管中，加入 0.2 mL Mass 萃取液在室溫反應 1 小時。取上清液至
另一為量離心管中，再加入 0.2 mL Mass 萃取液在室溫反應 1 小
時，取上清液至微量離心管。再以真空離心機  (Jouan RC1010, 
RCT90 centrifuge, France) 乾燥至粉末。即可進行蛋白質身分鑑定。 
12. 蛋白質身分鑑定 
選好膠片的蛋白質點後，把膠片保存好送到成功大學貴重儀器
中心進行蛋白質鑑定。將蛋白質樣品經過胰蛋白酶 (Trypsin） 消化
酵素萃取液：Acetonitrile = 1：1，貯存 4 ℃。 
Acetonitrile 6.0 mL 
溶於去離子水，再定量至 10 mL，貯存 4 ℃。 
Trypsin 1.0 mg 
溶於 50 mL 酵素萃取液，貯存 4 ℃。 
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後所形成的特定 peptide groups 進行質譜分析，所得的結果於蛋白
質序列資料庫進行搜尋比對，以鑑定蛋白質。 
 
十二、 免疫轉印法 
1. SDS 膠體電泳 
SDS 膠體電泳是利用界面活性劑 SDS 附著在蛋白質疏水性區
域表面。由於蛋白質所帶電荷遠小於表面之 SDS 分子，因此泳動
率的高低只決定在蛋白質的分子量，所以 SDS 膠體電泳適用於測
定蛋白質的分子量。在樣品的處理過程中，利用加熱破壞蛋白質的
三級與四級結構，使其分子內部的疏水性區域暴露在外，易與 SDS
結合；而還原劑主要是破壞蛋白質分子內雙硫鍵，並防止分子間的
雙硫鍵生成，造成不規則的聚集物，常使用的還原劑為 
β-mercaptoethanol 及 dithiothreitol (DTT)。因此 SDS 膠體電泳可廣
泛的運用於決定蛋白質的次單元體分子量，及蛋白質樣品的純度判
斷。 
【藥品試劑】 
A. A 液 (丙烯醯胺溶液) ： 
30% Acrylamide/Bis solution (Bio-Rad 161-0158, Richmond, CA, USA) 
B. B 液 (分離膠體緩衝液) ： 
Tris (free base) (Amresco 0826, Solon, OH, USA) 1.5 gm 
N, N, N’, N’- Tetramethyl-ethylenediamine (TEMED) 
(Sigma T9281, St. Louis, MO, USA) 0.36 mL 
溶於 80 mL 去離子水，調 pH 至 8.8 再定量至 100 mL，貯存 4 
℃。 
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C. C 液(焦集膠體緩衝液)： 
Tris (free base) (Amresco 0826, Solon, OH, USA) 6.0 gm 
N, N, N’, N’- Tetramethyl-ethylenediamine (TEMED) 
(Sigma T9281, St. Louis, MO, USA) 0.4 mL 
溶於 80 mL 去離子水，調 pH 至 6.8 再定量至 100 mL，貯存 4 
℃。 
D. APS (過硫酸銨溶液) ： 
Ammonium persulfate (98 %) (Sigma 104K0456, St. Louis, 
MO, USA) 50.0 mg 
溶於 1 mL 去離子水，使用前現配。 
E. 常用的 SDS 膠體電泳溶液參考濃度配方： 
膠體 
溶液 
分離膠體 焦集膠體 
6 % 7.5 % 10 % 12.5 % 15 % 20 % 4 % 
A 4.0 5.0 6.7 8.3 10.0 13.3 2.64 
B 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 - 
C - - - - - - 4.96 
10 % 
SDS 
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 
H2O 10.7 9.7 8.0 6.4 4.7 1.4 12.0 
APS 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
Total 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 
(單位：mL) 
*除 APS，其餘先加在一起，鑄膠前再加 APS。 
F. 追蹤染料 (Tracking dye) ： 
Bromophenol blue (Fluka 18030, Germany) 1.0 mg 
溶於 1 X 電泳緩衝溶液 5 mL + 甘油 5 mL，混合均勻。配製好
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的追蹤染料為藍色才屬於中性溶液，若為棕紅色則為酸性溶液，
對於需活性染色的膠片可能導致蛋白質失活。取的量為 sample + 
sample buffer 量的 1/5 ~ 1/7。 
G. 5X Sample buffer  (蛋白質解離) ： 
Tris (free base) (Amresco 0826, Solon, OH, USA) 0.375 gm 
EDTA‧2Na (J.T. Barker 8993-01, Phillipsburg, NJ, USA) 0.75 mg 
SDS (Mallinckrodt 771804, Phillipsburg, NJ, USA) 0.75 gm 
-Mercaptoethanol (Plusone 17-1317-01, GE) 1.75 mL 
溶於 3 mL 去離子水，調 pH 至 6.8，再定量至 5 mL。 
H. 5X 通用電泳緩衝溶液： 
Tris (free base) (Amresco 0826, Solon, OH, USA) 27.25 gm 
EDTA‧2Na (J.T. Barker 8993-01, Phillipsburg, NJ, USA) 2.35 gm 
Boric acid (RDH 31146, Seelze, Germany) 12.40 gm 
溶於 400 mL 去離子水至溶解混勻，調 pH 至 8.4，再定量至 5 
mL。5X 通用電泳 buffer，存在低溫下會有結晶，所以存在室溫
下。使用時要稀釋五倍，加 10 % SDS 使最終濃度為 0.1 % SDS。 
I. Marker： 
Full- Range Rainbow Molecular Weight Marker (Amersham 
biosciences, RPN800, Fairfield, CT, USA) 
分裝成 3μL/tube，存於 -80 ℃。 
【實驗方法】 
 鋁片及玻璃片矽化 (Siliconization) 處理 
使用五片裝鑄膠套組  (Amersham Biosciences, Fairfield, CT, 
USA) 將電泳玻璃片及鋁片  (Amersham Biosciences, 80-6150-87, 
Fairfield, CT, USA) 清淨後擦乾，在內面噴上少許的亮光蠟擦拭光
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亮，備用。 
 鑄膠 
置於水平台上，將玻璃片、鋁片及間隔條 (Spacer, 0.75 mm, 
Amersham Biosciences, 80-6137-95, Fairfield, CT, USA) 組裝於鑄膠
器 (caster) 中。配製需要的分離膠體濃液，其中 APS 須最後再加
入，混合均勻，避免用力搖晃而產生過多氣泡。緩緩注入溶液至最
後的玻璃片之ㄧ側，約至玻片的 3/5 高。在各膠片內上層加入 100 
L 異丙醇 (isopropanol) 用以壓平膠體液面，待凝固。凝膠完成，
以去離子水沖洗膠體界面。 
配製集焦膠體溶液並注入在分離膠體之上層，在未凝膠前立即
插上齒狀條 (Comb, 10 well, Amersham Biosciences, 80-6138-71, 
Fairfield, CT, USA)，待凝固。拆鑄膠器時，以水沖去多餘凝膠，鑄
好之膠片包覆保鮮膜內並加入少許的去離子以防止膠片乾裂，置於
保鮮盒中，存 4 ℃可存放一週。 
 電泳 
樣品調成同樣的蛋白質濃度，再加入 5X Sample buffer 及 
Tracking dye。封上封膜及防爆夾，以 100 ℃沸水，煮 20 分鐘。 
取  12.5 % SDS-PAGE 膠片回溫後，置於垂直迷你電泳槽  
(Amersham Biosciences, 80-6147-45, Fairfield, CT, USA) 中，固定
後，並加入通用電泳緩衝溶液 (1X)，電泳槽底部也加入通用電泳緩
衝液，要注意膠片底部及樣品槽都不可以有氣泡。以微量針管緩緩
注入樣品槽中，並避免氣泡產生。於 4 ℃冷房中連接電源供應器  
(Wealiec Copr, USA)，電壓設定 100 V 電壓跑至分離膠體轉 150 V
電壓跑至 Tracking dye 跑出膠片後關閉電源，取出膠片，去除焦集
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膠體，進行免疫轉印。 
2. 蛋白質免疫轉印法 
利用免疫轉印法測定蛋白質表現量主要參考吳其真碩士論文  
(吳, 1998)，再做部分修正。蛋白質電泳膠片經過轉印於轉印膜 
(PVDF) 後即可用於酵素免疫染色。PVDF 全名為 polyvinylidene 
difluoride，是一種非常疏水的材質，蛋白質可以藉由其本身的疏水
性與其結合。PVDF 膜對甲醇的耐受性非常好，不易碎裂或扭曲，
而且對蛋白質的吸附力極佳，十分適合作為轉印膜的材質。 
【藥品試劑】 
A. 10 X 轉印緩衝溶液 (Blotting buffer) ： 
Tris (free base) (Amresco 0826, Solon, OH, USA) 22.7 gm 
Glycine (Sigma G8898, St. Louis, MO, USA) 72.0 gm 
溶於 375 mL 去離子水，調 pH 至 8.3 再定量至 500 mL，貯存 4 
℃。使用時需稀釋十倍，100 mL 10 X Blotting buffer 加 100 mL
甲醇，再以去離子水定量至 1 L。 
B. Urea-PBST： 
Urea (6 M) (Sigma U6504, St. Louis, MO, USA) 72.0 gm 
溶於 100 mL PBST，加熱溶解再定量至 200 mL，貯存 4 ℃。Urea
的功用有兩種，一是可以洗去  SDS- PAGE 樣品蛋白質上的 
SDS，避免在免疫染色的過程中，造成抗體非專一性的結合，另
一是可以將蛋白質分子部份失活使其疏水區露出，增加抗體結合
的機率。 
C. 明膠-NET (NaCl-EDTA-Tween) ： 
Gelatin (J.T. Barker 2124-01, Phillipsburg, NJ, USA) 1.25 gm 
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NaCl (RDH 31434, Seelze, Germany) 4.37 gm 
EDTA˙2Na (J.T. Barker 8993-01, Phillipsburg, NJ, USA) 0.90 gm 
Tween 20 (Sigma 092K0055, St. Louis, MO, USA) 0.25 mL 
Tris (free base) (Amresco 0826, Solon, OH, USA) 3.02 gm 
除了 Tween 20，其他藥品都加入 350 mL 去離子水，加熱溶解，
至冷卻再定量至 500 mL，再加入 Tween 20，混合均勻，貯存 4  
℃。明膠 NET 的功用是填補空隙，避免其他蛋白質黏上去 PVDF
膜上。 
D. PBS 5X： 
NaCl (RDH 31434, Seelze, Germany) 37.59 gm 
NaH2PO4 (Mallinckrodt 7892, Phillipsburg, NJ, USA) 7.80 gm 
溶於 700 mL 去離子水，調 pH 至 7，再定量至 1 L，使用前要
稀釋五倍，貯存 4 ℃。 
E. PBST： 
Tween 20 (Sigma 092K0055, St. Louis, MO, USA)  
PBS 稀釋至一倍後，加入  Tween 20，使最終濃度為 0.05 % 
(V/V)，混合均勻。 
 【實驗方法】 
裁切好 9 x 6公分大小的 PVDF膜 (Millipore P-15552, Billerica, 
MA, USA) 屬疏水性，需先過 100 % 甲醇，使 PVDF 膜較親水性，
再泡入轉印緩衝液 (1 X) 中平衡才可使用 (過程中必需要戴手套以
免汙染轉印膜)。將一張厚濾紙於轉印緩衝液中潤濕後放在轉印槽
上，上面再放一張已溼潤的濾紙 (10 x 8 cm 大小)，鋪上溼潤的  
PVDF 膜，再疊上下層膠片，依順序再鋪上濾紙、厚濾紙，以 150 mA
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轉印 2 小時。(注意：濾紙、PVDF 膜及膠片之間不可有氣泡，否則
會影響蛋白質的轉印效果) 轉印完取出 PVDF 膜浸在 Urea-PBST
中洗 1 小時，倒掉 Urea-PBST 再加入明膠 NET 反應隔夜。 
3. 酵素免疫染色法 
蛋白質經電泳後，由電泳轉印法將蛋白質轉印至 PVDF 轉印膜
上，先利用專一性抗體 (一次抗體)，對抗原蛋白質進行辨識，再使
用對一次抗體的抗體 (二次抗體) 再進行一次專一性的辯識結合，
在二次抗體上連結特定的呈色酵素  (horse radish peroxidase, 
HRP)，可經由酵素反應而呈色。此步驟可提高抗體的專一性，染色
的靈敏度也大幅的提升。 
【藥品試劑】 
A. 一級抗體 (1o Ab) ： 
ECH1 PolyClonal Antibody (DATASHEET 11385-1-AP) 
以明膠-NET 稀釋 500 倍。 
 
Alpha-Tublin rabbit monoclonal antibody (EPIT MICS catalog# 1878-S) 
以明膠-NET 稀釋 5000 倍。 
B. 二級抗體 (2o Ab) ： 
Goat Anti-Rabbit IagG (H+L)-HRP 
(EPITMICS Cat# 3053-S-Ex) 
以明膠-NET 稀釋 2500 倍。 
 
Anti-mouse IgG Horseradish Peroxidase Linked Whole Antibody 
(Amersham biosciences ECL
TM
 NA934, Fairfield, CT, USA) 
以明膠-NET 稀釋 5000 倍。 
C. DAB 呈色液： 
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Diaminobenzidine (Sigma D5637, St. Louis, MO, USA) 2 mg 
30 % H2O2 (RDH 18304, Seelze, Germany) 20 L 
溶於一倍 PBS，再定量至 40 mL，混合均勻，需避光、新鮮配製。 
DAB 粉末為致癌物質，避免吸入或直接接觸。 
【實驗方法】 
將 PVDF 膜用夾子取出放入夾鏈袋，用封口機封住側邊多餘的
夾鍊袋，加入已稀釋的一級抗體，趕去氣泡再用封口機封住反應 1
小時。取出 PVDF 膜，用 PBST 清洗三次，每次 10 分鐘。將 PVDF
膜用夾子取出放入夾鏈袋，用封口機封住側邊多餘的夾鍊袋，加入
已稀釋的二級抗體，趕去氣泡再用封口機封住反應 1 小時。，取出 
PVDF 膜，用 PBST 清洗三次，每次 10 分鐘。將 PVDF 膜取出後，
加入 DAB 呈色，護貝後對照影像分析結果。 
4. 膠體染色 
使用 Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBR) 蛋白質染色法。 
CBR 蛋白質染色法是利用 CBR 染色上的芳香族苯環與蛋白質上的
疏水性區，及亞硫酸根 (SO3
2-
) 與蛋白質上的正電荷結合，使蛋白
質染出藍色的色帶，是十分方便的蛋白質電泳偵測法，但其靈敏度
差。 
【藥品試劑】 
A. CBR 染色液： 
Stock solution：  
PhastGel
TM
 Blue R (Amersham biosciences Pharmacia Biotech 
17-0518-01, Fairfield, CT, USA) 1 錠 
Methanol Alcohol, Anhydrous (Mallinckrodt 3041-68) 120 mL 
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溶於 80 mL 去離子水，混合 5-10 分鐘，再加入甲醇混勻，過濾。
貯存 4 ℃，3 週。 
 
Final solution：  
Stock solution 100 mL 
20 % Acetic acid (Fluka 22670, Germany) 100 mL 
Stock solution：20 % Acetic acid = 1：1，配成 200 mL Final 
solution，貯存 4 ℃。 
B. CBR 脫色液： 
Methanol Alcohol, Anhydrous (Mallinckrodt, 3041-68) 200 mL 
Acetic acid (J.T.Baker 9508-03, Phillipsburg, NJ, USA) 100 mL 
以去離子水定量至 1 L。冰醋酸傷肺，所以要在抽氣櫃配製。 
【實驗方法】 
轉印完畢的膠片取下，泡在 CBR 染色液中，置於平台震盪器
上震盪到隔夜，倒出染色液。倒入脫色液震盪，脫色至色帶產生即
可，脫色過程中放入一張吸水紙可以使脫色的效果更佳。 
5. 膠體乾片製作 
乾片製作是利用玻璃紙半透膜的特性，膠片中的水分會滲透而
蒸發，使得膠片被壓乾且壓平於兩張玻璃紙中，可以長久保存。 
【實驗方法】 
將脫色完成的膠片來製作乾片，先在玻璃片先淋濕再鋪上第一
張濕潤的玻璃紙，玻璃紙需大於玻璃片，多餘的玻璃紙向下包住玻
璃片且要避免玻璃紙與玻璃片之間有氣泡。將脫色完成的膠片放置
中央，將另外一張玻璃紙濕潤，小心覆蓋鋪平於膠片上，需避免氣
跑產生，可利用大量流水將氣泡趕出，將多餘的玻璃紙四邊往下折，
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再用文書夾夾住四角，置於室溫中乾燥。乾片完成後可剪下以護貝
膠膜保存。 
 
 
第三章 結果與討論 
一、 硒對老化鼠腎組織抗氧化系統之影響 
1. 硒對動物生長及組織重之影響 
本實驗是以模擬人的自然老化模式飼養小鼠，其老齡鼠鼠齡為
71 週。餵食三種不同實驗飼料之 BALB/c 雄鼠，於飼養期間其體
重增加量、飼料攝食量及飼料利用效率之結果如表 3-1。結果顯
示，三組老齡小鼠(OC、SE 及 SY 組)之間並無顯著差異，而年輕
控制組(YC 組)處於生長時期，所以體重增加量、飼料攝食量及飼
料利用效率顯著高於其他三組老齡小鼠。說明本實驗所補充硒劑量
並不會影響老齡小鼠體重變化。 
餵食三種不同實驗飼料七週後，進行犧牲。組織部分，四組小
鼠其組織重量及組織相對重量列於表 3-2、3-3。結果顯示，三組老
齡小鼠 (OC、SE 及 SY 組)各組織重量無顯著差異 (p>0.05)，而年
輕控制組小鼠(YC 組)為主，腎組織重量較三組老齡小鼠輕，表示老
化過程腎組織改變，兩組硒補充組腎組織重量雖有減輕，但未達統
計意義。但也表示硒劑量並不會影響小鼠生長情形及毒性的產生。 
2. 硒對體內氧化壓力之影響 
有研究指出老化會增加生物體內自由基及脂質過氧化，使體內
氧化系統及抗氧化系統呈現不平衡的狀態 (Sverko et al., 2004) 。另
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有研究也指出老化和 ROS 生成量呈現正相關。所以老化會促使體
內氧化壓力之提升，而老化造成的氧化壓力會影響腎臟的代謝及結
構。測定腎臟 TBARS 含量來表示脂質過氧化程度，來探討不同形
式的硒補充是否能改善老齡小鼠體內的氧化壓力。結果表示於圖
3-1。比較各組小鼠脂質過氧化的情形，餵食三種不同實驗飼料七週
後，老齡小鼠組 (OC、SE 及 SY) 及年輕組 (YC) 腎臟中 TBARS 
含量之影響 (見圖 3-1)。腎臟 TBARS 含量 YC 組在統計上明顯
高於 OC 組 (p<0.05)，可能是個體差異的影響。有機硒(SY)與無機
硒(SE)補充均可降低腎組織均質液中 TBARS 含量，其中以無機硒
作用較為明顯(p<0.05)。顯示硒補充可降低老齡小鼠腎臟脂質過氧化
程度。也表示老齡小鼠體內的氧化壓力程度可能有因補充硒以後而
達到延緩老化之功效。 
表 2-7 硒補充對體內氧化程度之影響 
─：no effect    ↑：increase    ↓：decrease  
  
3. 硒對體內抗氧化系統改善之狀況 
體內酵素性抗氧化系統包括 SOD、GPx 及 Catalase。利用這三
種體內的抗氧化系統比較腎均質液之抗氧酵素活性。圖 3-3 為餵食
老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY 組) 及年輕組 (YC) 三種試驗飼料七
週後之小鼠腎臟 Catalase 活性之結果。結果顯示 OC 組 Catalase 
活性明顯低於 YC 組 (p<0.05)，而硒補充組 Catalase 活性均明顯
高於 OC 組 (p<0.05)。顯示老化過程中，腎臟 Catalase 活性因老
Kidney YC v.s OC OC v.s SE  OC v.s SY 
TBARS ↓      ↓         ↓ 
65 
 
化而下降，而補充硒可以改善下降情形，但無法恢復與年輕組相當。 
餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY 組) 及年輕組 (YC) 三種飼
料七週後之小鼠在腎臟 GPx 活性，結果見圖 3-4 ，由結果得知 OC 
組 GPx 活性明顯低於 YC 組 (p<0.05)。硒補充的兩組可以增加
GPx 活性，但仍較 YC 組為低。顯示老化也會使腎組織 GPx 活性下
降，且硒補充可以改善 GPx 下降。 
老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY 組) 及年輕組 (YC 組) 餵食三種
試驗飼料七週後小鼠腎臟 SOD 活性 (見圖 3-2)，結果發現 OC 組
腎臟 SOD 活性略低於 YC 組。而 SE 及 SY 組腎臟 SOD 活性與
YC 及 OC 組，都未達統計上顯著差異，表示老化對 SOD 活性影
響不及 Catalase 及 GPx 活性明顯。 
表 2-8 硒補充對體內抗氧化系統之影響 
─：no effect    ↑：increase    ↓：decrease 
 
二、 硒對老化鼠腎組織蛋白質體的影響 
1. 硒補充對腎臟蛋白質體之影響 
在生物體上，蛋白質扮演著重要的角色。蛋白質體會因個體發
生變化、環境因素、疾病或老化等影響而改變。本實驗室利用二維
式電泳的技術來檢視老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY 組) 及年輕組 
(YC) 餵食三種飼料七週後之小鼠腎臟中蛋白質質體之影響。經比
Kidney YC v.s OC OC v.s SE    OC v.s SY 
SOD ↓ ─           ─ 
Catalase ↓ ↑           ↑ 
GPx ↓ ↑           ↑ 
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對後 YC 組與 OC 組之間的蛋白質體差異，以及 OC 組分別與不同
形式硒補充後蛋白質體的變化。分析結果圖譜分別如圖 3-5、3-6、
3-7 所表示。每一片膠體中含有 50μg 的腎臟蛋白質，經第一維的
等電點聚焦 (IEF) 是利用等電點之特性對腎臟的蛋白質做第一次
的分離，所使用的是 11cm 長的 IPG strip，其 pH 範圍是 4-7 ，等
聚焦完後，接著是第二維的 SDS-PAGE 是利用蛋白質分子量之大
小來作為分離，在經過 CBR 染色後將蛋白質顯色，水平和垂直方
向分別代表 IEF 與 SDS-PAGE 之方向。在每片膠片上都可觀察到
約有上百個蛋白質點。而每組之間具有差異性的蛋白質點，經軟體
鑑定身分後整理於表 3-4。共有 10 個差異蛋白質點，標號分別為
Ocey、Ocey-k1、Ocey-k2、Ocey-k3、Ocey-k4、Oce-k5、Oce-k6、
Ocey-k7、Ocey-k8、Oce-k9。 
經分析軟體比對後，結果發現，OC 組腎組織均質液二維式電
泳圖譜中，顯著高於 YC 組且補充 SE 明顯較低者，有 9 個蛋白質
點，分別是 Ocey-k1、Ocey-k2、Ocey-k3、Ocey-k4、Oce-k5、Oce-k6、
Ocey-k7、Ocey-k8、Oce-k9；這些蛋白質點中補充 SY 較 OC 組低者
則有 6 個蛋白質點，分別是 ocey-k1、ocey-k2、ocey-k3、ocey-k4、
ocey-k7、ocey-k8，經質譜儀分析鑑定其蛋白質身份，結果表示於表
2-5。 
以下詳述介紹各蛋白質身分： 
1. Ocey-k1 [Haptoglobin precursor；結合球蛋白前驅物] 
結合球蛋白(縮寫為 Hp)，是人類 HP 基因編碼的蛋白質 
(Dobryszycka, 1997; Wassell, 2000)。結合珠蛋白是一種急性期反應
蛋白，能夠綁定血紅蛋白，從而防止鐵流失和腎功能損害(Erickson et 
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al., 1992)，]由於這個原因，經常被稱為作為自殺的蛋白。結合珠蛋
白也作為一種抗氧化劑，具有抗菌活性和急性期反應時調節許多方
面的重要作用。結合珠蛋白大部分是由肝細胞產生，而且也會通過
其他組織如皮膚、肺、腎。此外，有實驗證明結合珠蛋白基因的表
達是在小鼠和人的脂肪組織(Maeda, 1985)。另也有實驗證明，結合
珠蛋白前驅物在神經退化性疾病的蛋白質表現會下降，但其中的關
係還有待進一步的了解(Jung et al., 2008)。 
 
2. Ocey-k2 [ATP synthase subunit beta protein；ATP 合成酶β亞
基蛋白] 
ATP 合成酶β亞基蛋白，是線粒體的一種酶，在人類基因編碼
為 ATP5B(Maguire et al., 2006)。該基因編碼是線粒體 ATP 合成酶的
一個亞基。線粒體 ATP 合成酶催化 ATP 合成，利用氧化磷酸化過
程中穿過內膜的質子電化學梯度。 ATP 合酶由兩個鏈接多亞基複
合物組成：有可溶性的催化核心 F1 和跨膜組成的 Fo 及質子通道。
線粒體 ATP 合成酶的催化部分由五個不同的亞基所組成的，分別為
(alpha、beta、gamma、delta 和 epsilon)。而質子通道主要由三個亞
基(A、C、B)組成的。該基因編碼的β亞基為主要的催化核心(Dawson 
and White, 1992)。 
 
3. Ocey-k3 [Actin；肌動蛋白] 
肌動蛋白是高度保守的蛋白質中所涉及的不同類型的細胞運
動，並在所有真核細胞中廣泛表達。肌動蛋白參與了許多重要的細
胞過程，包括肌肉收縮、細胞運動、細胞分裂、信號轉導，並建立
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和維護的細胞連接和細胞的形狀。這些過程是介導的肌動蛋白與細
胞膜的廣泛和親密互動(Doherty and McMahon, 2008)。在脊椎動物
中，已經確定的肌動蛋白異構體，α、β、γ三個主要群體。α-
肌動蛋白在肌肉組織中發現，是一種主要成分的收縮功用。β和γ
肌動蛋白細胞骨架的成分在大多數細胞類型中共存，作為介質內部
細胞的運動。 
 
4. Ocey-k4 [gamma-actin；γ-肌動蛋白] 
Ocey-k4 鑑定出來的蛋白質可能身份為 gamma-actin。β和γ肌
動蛋白共同存在於大多數類型的細胞骨架組成部分，並作為調解細
胞內部的活動。 
 
5. Oce-k5 [ester hydrolase C11orf54 homolog；酯水解酶 C11orf54
同源物] 
Oce-k5 鑑定出來的蛋白質可能身份為 score 值最高的 ester 
hydrolase C11orf54 homolog，主要與酯水解酶的活性有關。 
 
6. Oce-k6 [peroxiredoxin-1；過氧化酶-1] 
     過氧化酶-1 是一種蛋白質，在人類基因編碼為 PRDX1(Wood et 
al., 2003)。此基因編碼的抗氧化酶為過氧氧化還原酶家族的一個成
員，功能為參與調節細胞氧化還原有關，可減少過氧化氫和烷基氫
的過氧化物。此蛋白可能發揮在細胞中的抗氧化劑保護作用，並可
能有助於 CD8（+）T 細胞的抗病毒活性。這種蛋白具有增殖效應，
在癌症的發展過程中發揮作用(Sauri et al., 1995)。 
 
69 
 
7. Ocey-k7 [vacuolar adenosine triphosphatase subunit A；液泡三
磷酸腺苷酶亞基 A] 
在真核細胞中，在 VATPase 內膜系統可在不同地方作用中例
如：酸化亞細胞(如胞內體、溶酶體)、高氏基體小泡、突觸小泡、
植物液泡中、嗜鉻顆粒。這些酸化細胞器在這些過程中起著至關重
要的作用，可作為蛋白質運輸受體介導的內吞作用、神經遞物質釋
放、細胞內 pH 值平衡和廢物管理(Finbow and Harrison, 1997; Nelson 
and Harvey, 1999; Ratajczak, 2000)。 
 
8. Ocey-k8 [stress-70 protein, mitochondrial；壓力-70 蛋白,線粒
體] 
壓力-70 蛋白，是線粒體中的一種蛋白質，在人類的基因編碼為
HSPA9(Kaul et al., 2002)。由該基因編碼的產物屬於熱休克蛋白 70
家族，其中包含兩個熱誘導型和組成型表達的成員。後者被稱為熱
休克蛋白。該基因編碼熱休克蛋白。這種蛋白質主要功能是與控制
細胞增殖和細胞的衰老有關。它也可以作為一個分子伴侶(Yaguchi 
et al., 2007)。 
 
9. Ocey-k9 [Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase；△（3,5）
-△（2,4）-二烯酰基輔酶 A 異構酶] 
Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase，在人類的基因編碼
為 ECH1(Olsen et al., 2006)，故可簡稱 ECH1。為水合酶/異構酶家族
的 成 員 ， 可 異 構 化 3-trans,5-cis-dienoyl-CoA 轉 變 成
2-trans,4-trans-dienoyl-CoA，主要參與不飽和脂肪酸和β氧化代謝途
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徑。在代謝活性的組織，如心臟，骨骼肌，中樞神經系統，肝臟和
腎臟的表達是高。在大鼠基因表達是誘發了過氧化物酶體增殖
(Kovalyov et al., 2006)。 
 
10. Ocey [prohibitin；抑制素] 
抑制素可簡稱為 PHB 的，是一種蛋白質。存在於動物、真菌、
植物和單細胞真核生物中。，最初被認為是一個負調節細胞增殖和
腫瘤抑制基因。與抑制 DNA 合成有關(McClung et al., 1995)。 
 
2. 硒補充對腎臟蛋白質體之 Delta(3,5) - delta(2,4 )- 
dienoyl - CoA isomerase 表現量影響 
經由蛋白質體所鑑定出來的蛋白質身份，選擇其中一項 score
值較高的蛋白質點 Ocey-k9： Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA 
isomerase，來做 western blot 初步的一個結果。餵食老齡小鼠組 
(OC、SE 與 SY 組) 及年輕組 (YC) 三種試驗飼料七週後小鼠腎
臟蛋白質體 Ocey-k9 表現量之結果(見圖 3-8)。結果顯示，OC 組腎
臟的Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase表現量明顯高於YC
組，表示老齡小鼠老化後會使 Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA 
isomerase 表現量會增加。給予硒補充， SE、 SY 組腎臟
Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase 表現量有明顯下降，表示
不同形式硒補充後可減少 elta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase
表現量。而本研究結果可以作為預防腎功能老化的參考。 
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表 3-1 餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY) 及年輕組 (YC) 三種試驗
飼料七週後小鼠最終體重、體重增加量、飼料攝取量及飼料
利用效率 
Table 3-1 The body weight gain, food intake and feed efficiency of 
mice fed control (YC, OC), inorganic selenium supplement 
(SE) and organic selenium supplement (SY) diets for 7 
weeks. 
1. Each value represents Mean ± S.D. for 5~8 mice.  
2. Values not sharing a same superscript leiter in a vertical column are different from one 
another by Duncan’s multiple range test. (p<0.05) 
3. BW: body weight   
4. Feed efficiency=［BW gain (g/week) / food intake (g/week)］ 
 
 YC OC SE SY 
Final BW(g) 26.4±1.9 30.3±7.1 29.6±6.5 29.3±3.9 
BW gain(g/week) 0.8±0.3
a
 0.1±0.3b 0.1±0.3b 0.0±0.2b 
Food intake(g/week) 38.9±1.8
a
 27.9±3.0b 27.0±2.2b 27.1±2.9b 
Feed efficiency 0.021±0.007
b
 0.004±0.011a 0.005±0.010a 0.001±0.007a 
72 
 
表 3-2 餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY) 及年輕組 (YC) 三種試
驗飼料七週後小鼠之各組織重量 
Table 3-2 The tissue weights of mice fed control (YC, OC), inorganic 
selenium supplement (SE) and organic selenium supplement 
(SY) diets for 7 weeks. 
1. Each value represents Mean ± S.D. for 5~8 mice.  
2. Values not sharing a same superscript leiter in a vertical column are different from 
one another by Duncan’s multiple range test. (p<0.05) 
 
 
 YC OC SE SY 
 (g) 
Brain 0.43±0.02 0.44 ±0.04 0.44 ±0.05 0.45 ±0.03 
Liver 1.72 ±0.21 1.73 ±0.08 1.59 ±0.30 1.65 ±0.23 
Heart 0.16 ±0.01 0.20 ±0.04 0.18 ±0.03 0.19 ±0.03 
Kidney 0.66 ±0.09
a
 0.84 ±0.14
b
 0.76 ±0.14
ab
 0.81 ±0.09
ab
 
Lung 0.18 ±0.01 0.23 ±0.08 0.19 ±0.05 0.21 ±0.02 
Spleen 0.11 ±0.03 0.15 ±0.06 0.12 ±0.04 0.12 0.04 
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表 3-3 餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY) 及年輕組 (YC) 三種試
驗飼料七週後小鼠各組織之相對重量 
Table 3-3 The relative tissue weights of mice fed control (YC, OC), 
inorganic selenium supplement (SE) and organic selenium 
supplement (SY) diets for 7 weeks. 
1. Each value represents Mean ± S.D. for 5~8 mice.  
2. Values not sharing a same superscript leiter in a vertical column are different from 
one another by Duncan’s multiple range test. (p<0.05) 
 
 
 YC OC SE SY 
 (% of body weight) 
Brain 1.65±0.11 1.49±0.24 1.51±0.19 1.54±0.12 
Liver 6.52±0.43 5.67±0.77 5.48±1.17 5.66±0.63 
Heart 0.62±0.03 0.67±0.09 0.60±0.07 0.65±0.10 
Kidney 2.50±0.30 2.80±0.30 2.59±0.27 2.78±0.26 
Lung 0.71±0.08 0.77±0.13 0.65±0.13 0.72±0.11 
Spleen 0.44±0.11 0.50±0.16 0.43±0.16 0.42±0.16 
Stomach 0.55±0.07 0.64±0.06 0.69±0.10 0.74±0.20 
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圖二 餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY) 及年輕組 (YC) 三種試驗飼
料七週後小鼠腎臟及肝臟中 TBARS 含量之影響 
Fig 2  Kidney(A) and liver(B) TBARS concentrations of mice fed control (YC, 
OC), inorganic selenium supplement (SE) and organic selenium 
supplement (SY) diets for 7 weeks. Each value represents Mean ± SD 
for 5~8 mice. Values not sharing a same letter are significantly different 
from one another by Duncan’s multiple range test (p<0.05).  
(A) 
(B) 
b
b
b
a
 
圖 3-1 餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY) 及年輕組 (YC) 三種試
驗飼料七週後小鼠腎臟中 TBARS 含量之影響 
Fig 3-1 Kidney TBARS concentrations of mice fed control (YC, OC), 
inorganic selenium supplement (SE) and organic selenium 
supplement (SY) diets for 7 weeks. Each value represents Mean ± SD 
for 5~8 mice. Values not sharing a same letter in a vertical column 
are significantly different from one another by Duncan’s multiple 
range test (p<0.05). 
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圖 3-2 餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY) 及年輕組 (YC) 三種試
驗飼料七週後之小鼠腎臟中 SOD 活性之影響 
Fig 3-2 kidney SOD activity of mice fed control (YC, OC), inorganic 
selenium supplement (SE) and organic selenium supplement (SY) 
diets for 7 weeks. Each value represents Mean ± SD for 5~8 mice. 
Values not sharing a same letter in a vertical column are significantly 
different from one another by Duncan’s multiple range test (p>0.05).  
＃U=Units/mg protein   
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圖 3-3 餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY) 及年輕組 (YC) 三種試
驗飼料七週後之小鼠腎臟中 catalase 活性之影響 
Fig 3-3 Kidney catalase activity of mice fed control (YC, OC), inorganic 
selenium supplement (SE) and organic selenium supplement (SY) 
diets for 14 weeks. Each value represents Mean ± SD for 5~8 mice. 
Values not sharing a same letter in a vertical column are significantly 
different from one another by Duncan’s multiple range test (p<0.05).    
＃U=μmole H2O2/mg protein 
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圖 3-4 餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY) 及年輕組 (YC) 三種試
驗飼料七週後之小鼠腎臟中 GPx 活性之影響 
Fig 3-4 Kidney GPx activity of mice fed control (YC, OC), inorganic 
selenium supplement (SE) and organic selenium supplement (SY) 
diets for 7 weeks. Each value represents Mean ± SD for 5~8 mice. 
Values not sharing a same letter in a vertical column are significantly 
different from one another by Duncan’s multiple range test (p<0.05).    
＃U= μmole NADPH/min/mg protein 
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圖 3-8 餵食老齡小鼠組 (OC、SE 與 SY) 及年輕組 (YC) 三種試驗飼料 
七週後之小鼠腎臟中 ECH1 表現量之影響 
Fig 3-8 The ECH1 protein expression in kidney of mice fed control (YC, OC), 
inorganic selenium supplement (SE) and organic selenium 
supplement (SY) diets for 7 weeks.  
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第四章 總結及未來展望 
一、 總結 
不同形式的硒補充對老齡小鼠體內氧化壓力、抗氧化系統及二
維式電泳之實驗結果可得到以下結論：  
1. 本實驗不同型式硒補充之劑量 (0.5 mg Se/kg diet)，對老齡小鼠
的生長不會造成影響。 
2. 餵食不同型式硒補充之試驗飼料 7 週，均可改善老齡小鼠酵素
性及非酵素性抗氧化系統。  
3. 老化影響了腎組織蛋白質體之改變。而補充硒以後都有得到改
善。 
二、 未來展望 
未來可再進一步下列探討： 
1. 將腎組織差異之其他蛋白質體作好的鑑定，再繼續探討其他影
響腎臟的蛋白質點否也有之關鍵機制。 
2. 探討不同硒型式如何對不同的蛋白質點的機制。 
3. 再進一步了解不同硒型式與其他臟器老化相關疾病之作用。 
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